







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月 日
学位授与の要件
学 位 論 文 題 目
さか い やす お
酒 井 康 夫






論 文 審 査 委 員
(主 査)
教授 南 原 利 夫
一155一
教授 橋 本 嘉 幸
教授 鈴 木 康 男
.論 文 内 容 要 旨
ハプテン,蛋 白質,細 菌,ウ イルスなど様々な抗原,こ れらに対応する抗体を検出す る"免 疫
学的測定法"の 利用 は,諸 種疾病の原因解明や診断を含めた臨床の場にとどまらず,生 物化学を
i
はじめ多 くの基礎的 ・応用的な研究分野にまで広がっている。今回,優 れた免疫学的測定法 を確
立するにあたって,最 も重要な因子とされ,ま たそれ自体が測定法の特徴とされる特異性 と感度
の問題について研究を行った。
まず,ハ プテンの酵素免疫測定法(EIA)を 開発す るうえに重要な要素である酵素結合体の調
製法にっいて検討 し,再 現性の高い活性エステル法を確立 した。っいで,こ の手法を用 い,ハ プ
テン抗原の高感度EIAを 確立するためには標識酵素と抗原の結合モル比の制御が肝要であること
を,テ ス トステロン,6β 一ヒドロキシコルチゾールを対象抗原として示 した。また,特 異性に優
れたEIA系 を確立するためには,免 疫抗原と標識抗原のhomologyが 重要であり,こ うしたhomo-
10gyの 問題はハプテン抗原にとどまらず蛋白抗原にも当てはまることを,高 比重 リボ蛋白(HDL)
の主要構成成分であるアポ蛋白A-1の一次元免疫拡散法(SRID);凝 固線溶のマーカーであるフィ
ブリン分解産物(XDP)の 高感度 ラテックス免疫測定法(DALIA)に よって示 した。免疫学的
測定法の特異性を向上 させるには,抗 血清に含まれる非特異抗体のblockingが 有効であり,か っ
このblockingは 測定系自身の感度をも向上させることを6β一ヒドロキシコルチヅ ールのEIAで 見
いだした。さらに,関 連する類似抗原(抗 原の多様性)が 存在する場合には,交 差反応性を示さ
ないモノクローナル抗体を用いるほか,例 えば リウマチ因子(RF)な どの非特異的因子の除去
に,IgG画 分を感作 した超微粒子を活用することが有効であることをDALIAで 示 した。
活性エステル法によるハプテンー酵素結合体の調製法
ハプテン抗原の高感度なEIAを 開発するには,酵 素活性を損なうことのない緩和な条件下,至
適結合モル比の酵素結合体を再現性良 く調製することが肝要である。しか し,従 来この調製に用
い られてきた混合酸無水物法,カ ルボジイミド法は,結 合抗原の安定性や結合モル比 の制御に難
点があった。そこで,ス テロイ ドの活性エステルを合成 し,酵 素 との反応モル比を変化 させて酵
素結合体を調製 したのち,EIAへ の適応性を検討 した。
その結果,こ の活性エステルを用いる酵素結合体の調製では,酵 素活性の低下が見 られず,酵
素 との反応 モル比の増大に伴い抗体との免疫反応性 も高 くなることが示された。また,こ の活性
エステル法による酵素結合体の調製は,簡 便であり,再 現性にも優れていることが判明 した。
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テス トステ回ンのEIA
っぎに,活 性エステルによる酵素結合体の調製法を基礎として,ス テロイ ドEIAの 感度 と特異
性に及ぼす種々の因子にっいて検討 した。感度に影響する因子 としては,標 識酵素の特性 ととも
に,ス テロイ ドと酵素の結合モル比,免 疫抗原 と酵素標識抗原の組合せが とりわけ重要視される。
1975年,vanWeemenは,ス テロイ ドのEIAに 用 いる酵素標識抗原 と免疫抗原の結合位置(サ イ
ト),架 橋(ブ リッジ)に おいて,heterologousな 組合せはhomologousな 組合せより感度 の面で
有利なことを示 している。そこでこの点を明 らかにするために,ま ずテス トステロンを対象にと
りあげて検討を行 なった。
その結果,免 疫抗原 と酵素標識抗原の結合サイ トがhomologousな 組合せではブリッジには関
係な≦ほぼ類似 した交差反応性を示 し,他 方he七erologousな 組合せでは交差反応性に変化が認め
られた。結合サイ トの組合せは,特 異性に影響を与える因子 として注 目される。
また,感 度との関係にっいては,サ イ トhomolog。usな 組合せであればブリッジに関わ りな く,
酵素標識抗原の結合モル比が小さいほど感度が高くなるという結果が得 られた。これに対 して,
サイ トheterologousな 組合せでは,結 合モル比が小さいと結合型酵素活性の十分な吸光度 が得 ら
れなかった。これらの結果から,高 感度,か っ特異性に優れたEIAの 確立 には,免 疫抗原 と酵素
標識抗原 とのhomology,酵 素に対するハプテン抗原の結合モル比が,重 要 であることが判明 し
た。
6β一ヒドロキシコルチゾールのEIA
これ らの知見に基づき,コ ルチゾールの尿中主要代謝産物のひ とつであり,肝 ミクロゾ「ム
P-450活 性の指標 とされ る6β一ヒ ド.ロキ シコルチゾールのEIAの 開発を行 っ「た。活性エステル
法によって酵素と6β一ヒドロキシコルチゾールの結合モル比を制御 しなが ら,免 疫抗原 とhomo-
10gousな 酵素結合体を調製 し,EIAに よる感度にっいて検討 した。その結果,モ ル比が2～6と
比較的小さい酵素標識抗原では,い ずれの場合 も満足 し得る測定感度を得 ることができた。実際
結合モル比が4の 酵素標識抗原を用いたEIAの 測定限界は10pgで あり,RIAと ほぼ同等の感度で
あった。 しか し,結 合モル比が10の酵素標識抗原を用いた場合は,種 々測定条件を変えて も感度
の向上 は見 られなかった。
また,調 製 した抗血清中には6β一ヒドロキシコルチゾールよりコルチゾ円ルに対 し強い親和性
を示す非特異抗体が含まれるため,満 足 し得 る成績を得ることができなかった。通常,こ のよ う
な非特異抗体を除 く方法として,ア フィニティークロマ トグラフィーによる精製ないしは非特異
抗体のblockingな どが行なわれる。そこで,コ ルチゾール添加 による後者の方法を試みたところ,
関連ステロイ ドとの交差反応性,検 体希釈の直線性などの観点か らみて,特 異性を飛躍的 に向上
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させ,同 時に感度をも上昇 させることができた。このようにして確立 した6β一ヒドロキ シコルチ
ゾールのEIAは,正 確度,精 度に優れ,今 後薬物代謝能検査法のひとっとして役立つ もの と期待
される。
アポ蛋白A-1の一次元免疫拡散法
っぎに,テ ス トステロン,6β 一ヒドロキシコルチゾールなどのハプテン抗原のEIAで 見 られた,
免疫抗原 と標識抗原 とのhomologyの 問題が,蛋 白抗原の免疫学的測定法の場合 にも存在するか
どうかについて検討を試みた。蛋白抗原としては,血 清中でHDL粒 子 と複合体を形成 している
と考えられるアポ蛋白A-1を とりあげ,そ のSRIDに よる測定系にっいて検討 した。 アポ蛋白A-1
は,HDL画 分の主要構成成分であり,血 液中あるいは血管壁における脂質代謝において重要な役
割を果たしている蛋白質 として知 られている。また,こ の ものは,レ シチンコレステロール ・ア




近年,ロ ケット法,SRIDあ るいはRIAに よるアポ蛋白A-1の測定系が報告 されているが,そ の
特異的かつ定量的検出という面でこれらには相互～こ相容ざれない点がある。すなわち,S曲onfeld,
Pflegerは,ア ポ蛋白A-1の5～10%し か検出することができず,そ のほとんどは リボ蛋白粒子中
に埋 もれている可能性を示唆 しており,一 方,Starrら およびFainaruら は,特 異抗体を用いたRI
Aで,脱 脂などによる検体の前処理を しな くとも血清中アポ蛋 白A4の ほとんどを検出できるこ
とを示 している。事実,家 兎,山 羊で調製 した各種抗血清を用いたSRIDで 無処理 の ヒト血清中
アポ蛋白A-1を定量 したところ,用 いる抗血清によって異なる値が得 られた。この原因として は,
用いた抗血清の多様性によると考えられるが,他 方,免 疫に用いたアポ蛋白A-1抗 原 と血清中 ア
ポ蛋白A-1抗原とのho皿ologyの 問題 も関係 している。HDL粒 子 と複合体を形成 している血清中
のアポ蛋白A一工を8M尿 素で処理するとき,そ れがHDL粒 子か ら遊離 し,免 疫抗原,標 準品 と同
一の抗原性を示す(免 疫学的にhomologousな いしはiden七ica1にな る)こ とを,Ouchterlony法
および;次 元免疫電気泳動法によって見いだ した。さらに,8M尿 素処理を行うことにより,各
種抗血清の多様性の問題 も解決することができた。
D一フラグメン ト特異的モノクローナル抗体を用いたフィブ リン分解産物の粒度分布解析ラテ ッ
クス免疫測定法
アポ蛋白A-1の ように,血 清などの検体を前処理することにより免疫抗原(標 準品)と 測定対
象抗原 との抗原性をhomologousに することが可能な蛋白抗原 も存在す るが,逆 にhomologous
な抗原性を有 した類似抗原が存在するため,通 常の抗血清(ポ リクローナル抗体)で は目的 とす
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る蛋白抗原を特異的かつ選択的に測定することができない例 も多い。近年,こ のような問題を解
決する手段として,類 似抗原 とは全 く交差反応性を示さないモノクローナル抗体の利用が考案 さ
れている。
Ca2+の 存在下,フ ィブリノーゲ ンに トロンビンと第X皿 因子が作用す ることによ り,cross-
1inkedした安定化フィブリンが生成する。 これに消化酵素であるプ ラス ミンが働 くと,凝 固線
溶系の中でも二次線溶(fibrinolysis)に 特異的なマーカーであるcross-1inkedしたフィブリン分
解産物(XDP)が 生 じる。 このXDPは,汎 性血管 内凝固症候群(DIC:dissemina七edintra-
vascularcoagUlation)で 上昇することが知 ら筋て いる。 しか し,フ ィブリノーゲン,一 次線溶
分解産物と共通抗原性を有するために,こ れまでのポ リクローナルな抗体では特異的に検出す る
ことができなかった。新 しい高感度免疫測定法である粒度分布解析 ラテックス免疫測定法(DA
LIA:distribution-analyzingIat6ximmunoassay)を 開発するとともに,フ ィブ リノーゲンと
は全 く反応性を示さずXDPのD-domainに 特異的なモノクローナル抗体(cloneNo.03202)を こ
の測定系に用いることによって,XDI)の 迅速,か っ簡便な測定法の開発を行 った。DALIAは,
従来のラテックス粒子を用いた凝集法をさらに高感度にした新 しい免疫学的測定法である。すな
わち,ラ テックス粒子の凝集を検出する方法として,測 定機器に粒子カウンターを用い,凝 集 あ
るいは未凝集の粒子を ミクロ的に検知す る方法を採用 したため,感 度の飛躍的な向上を達成する
ことができた。免疫反応が10分 という短時間にもかかわ らず,測 定限界が8R9/m1とRIAに 匹敵
する感度を得 ることができた。さらに,本 法は凝集度合を算定する方法として,凝 集粒子 と未反
応粒子との総体積比(RV:relativeratioofvolumes)を 採用 したため,反 応液 の希釈などに
よる誤差の介入を無 くすることがで きた。
また,特 異性に関しても,凝 集法を採用 した ことか らEIAと は異なり,XDPの 中で も二次線溶
の初期に生成 される高分子画分(HMW)と の反応性がDDやDDEよ り格段に高い測定系が確立
された。従来,ポ リクローナル抗体でXDPを 測定する場合,ク ロットを行 ってフィプリノーゲ ン
を除去 した血清を検体 として用いざるを得ず,ま たhomologousな 類似抗原 が存在す るため一次
線溶 と二次線溶との識別が困難であった。モノクローナル抗体を用いることによ り,DICに おけ
る二次線溶特異的XDPを 血漿で測定できるようになり,緊 急検査への適用 を図ることも可能 と
なった。
ラテックス免疫測定法における非特異的因子の除去方法 ,
最後に,免 疫学的測定法において,非 特異的反応を引き起 こす リウマチ因子(RF)の 関与を
回避するため,正 常IgGを 感作 させた超微粒子を用いる方法を考案 し,DALIAの 特異性をさらに
向上 させることができた。
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以上,特 異的な免疫学的測定法を確立するための手順を総合すると,① 検出する抗原 と免疫抗
原 とのhomologyを 十分考慮 した上で抗血清(抗 体)を 調製 し,② 非特異的抗体の除去,モ ノク
ローナル抗体の利用を通 じて,抗 体の特異性を高め,さ らに③抗血清の多様性や,④ 標準品 と抗
原のhomologyに も配慮を加えなが ら,測 定系の開発を進めることが肝要であるといえる。
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審 査 結 果 の 要 旨
優れた免疫学的測定法を開発するうえで,特 異性 と感度の向上は最も重要 な課題 とされる。本
研究は,ハ プテンの酵素免疫測定法(EIA),蛋 白抗原の一次元免疫拡散法(SRID),粒 度分布 ラ
テ ックス免疫測定法(DAHA)を とりあげ,特 異性 と感度に影響する因子にっいて総合的な検
討を試みたものである。
まず,ハ プテンのEIAで 重要な要素のひとっとされる酵素標識体の調製法にっいて検討 し,酵
素活性の低下を来さず,簡 便でかっ結合モル比制御の再現性が高い活性エステル法を確立 した。
EIAの 特異性と感度には,免 疫抗原 と酵素標識抗原の結合サイ ト,ブ リッジの選択,酵 素標識
抗原の結合モル比が深 く関与している。そこで,こ のような観点からテス トステロンおよび6β一
.ヒドロキシコルチゾールのEIAに っいて検討 した。特異性は,サ イ ト・ホモロガスな組み合わせ
ではブリッジに関係なく類似 した交差反応性を示 し,ヘ テロロガスな組み合わせでは交差反応性
の変化が認められた。一方,感 度 は,免 疫抗原 と酵素標識抗原の結合サイ トがホモロガスな組み
合わせであればブリッジに関わりなく,酵 素標識抗原の結合モル比が小さいほど高い感度 が得 ら
れた。他方,サ イ ト・ヘテロロガスな組み合わせでは,結 合 モル比が小さいと結合型酵素活性の
測定に十分な吸光度の得 られないことが判明 した。
ハプテンのEIAで みられた免疫抗原と標識抗原のホモロジーの問題 は,蛋 白抗原の免疫学的測
定法にも関係するものと考えられる。そこで,HDL粒 子と複合体を形成 し,そ の主要構成成分 と
なっているアポ蛋白A-1のSRIDを 検討 した。その結果,血 清中のアポ蛋 白A-1を8M尿 素 で処理
すると,そ れがHDL粒 子から遊離 し,免 疫抗原,標 準品と免疫学的にホモロガスない しは同等 と
なり,こ れによってアポ蛋白A-1の特異的,定 量的検出の問題や,各 種抗血清間の多様匪の問題 も
解決されることが判明 した。また,高 感度ラテックス免疫測定法DAHAを 新たに開発 し,そ れに
よる二次線溶特異的マーカーとされるフィブリン分解産物(XDP)の 測定系を検討 した。モノ
クローナル抗体を用いるとき,ホ モロガスな抗原性を有するフィブリノーゲンや一次線溶産物 の
フィブリノーゲン分解産物(FDP)と は交差反応せず,XDPの 初期生成物であるHMWを 特異的
かっ優先的に測定 し得ることが判明 した。さらに,短 時聞の免疫反応でRIAに 匹敵す る感度を有
し,迅 速で簡便な測定系を開発することに成功 した。
以上,本 論文 は,ハ プテン,蛋 白抗原を測定対象 とした非放射性免疫測定法における特異性 と
感度の向上に数々の新知見を加えたものであり,こ の分野の進展に寄与するところ著 しく学位論
文として十分価値ある内容 と認める。
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